@ BUNDESREPUBLIK DECTSCHLANO 



DEUTSCHES 




PATENTAMT 



Eingegangen 

Or. G- Moyer-ftoedem 

0 1 DEZ. 2000 



Frtst 



© Gebrauchsmuster 



U1 



(a 

(51 

(22 
(47 
(43 

(30 
(54 

(71 
(74 



Rollennummer G 91 01 082.9 

Hauptklasse C12M 1/34 

Nebenklasse(n) G01N 15/00 

Anmeldetag 31.01.91 

E i ntragungstag 18.04.91 

Bekanntmachung 

1m Patentblatt 29.05.91 



G01N 21/05 



Priori t&t 



05.02.90 AT A 240/90 



Bezel chnung des Gegenstandes 

Elnrlchtung zur Uberprufung des morphologl scher. 

Zustandes von Blomassen In Ferraentern 
Name und Uohnsltz des Inhabers 

Kerape, Eberhard, 01p1.-Ing., 1000 Berlin, 0E 
Name und Uohnsltz des Vertreters 

Cohausz, W., D1pl.-Ing.; Knauf, R. , Dlpl.-Ing.; 

Cohausz, H.*» Dlpl.-Ing.; Werner, 0., Dlpl.-Ing. 

Dr.-Ing.; Redles, B., D1p1.-Chem. Dr.rer.nat.; 

Schlppan, R., D1pl.-Ing. Dr.-Ing., Pat . -Anw&l t e , 

4000 Dusseldorf 



G S2S3 
3 82 

1SOOCIO:<OE 9101082U1 I > 



- 3 - 

Beschreibunq : 

Die Erfindung betrif ft: eine Einrichtung zur Uberpriifung des 
morpholbgischen Zustands von Biomassen in Fermentern, mit einem 
Mikroskop, dessen Objektiv relativ zu einem Stativ verStellbar ist 
und dessem Okular eine Videokamera oder dergl * Bildauf nahme- 
einrichtung zugeordnet ist* 

Herkommlicherweise wird beim Mikroskopieren von 
Mikroorganismen und dergl. Medien aus Fermentem derart 
vorgegangen, daB eine Probe dieses Mediums auf einem Objekttrager 
(Glasplattchen) angebracht wird, der im Mikroskop unterhalb des 
Objektivs angeordnet wird, wonach diese Probe durch das Mikroskop 
hindurch betrachtet sowie gegebenenf alls, wenn mit dem Mikroskop 
eine Videokamera verbunden ist, ein Bild hievon aufgenommen wird* 
Fiir eine laufende Beobachtung und Oberwachung beispielsweise von 
Mikroorganismen, etwa der Entwicklung in einem Fermenter, ist eine 
derartige Vorgangsweise jedoch auBerordentlich umstandlich . 

In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dafl der Einsatz 
biotechnologischer Verfahren in den letzten Jahres stark 
zugenommen hat. Dies wurde zum einen durch die Umstellung einer 
Reihe von Produktionsverf ahren in der chemischen Industrie 
bewirkt, wo chemisch-synthetische Verf ahrensschritte durch 
H sanftere M biotechnologische Prozesse ersetzt wurden, und zum 
anderen wird das Spektrum der Anwendungsgebiete raikrobiologischer 
Verfahren durch die standig wachsende Zahl von genetisch 
manipulierten Mikroorgansimen immer grofler. 

In der Folge nimmt die Steueirung und Regelung bio- 
technologischer Prozesse bei wachsender Komplexitatt der Verfahren 
eine immer wichtigere Rolle ein* Es wird kunftig notwendig werden, 
neben bereits ublichen Steuerungsparametern, wie Tempera tur, pH- 
Wert, Gelostsauerstof f , andere aussagekraf tige Parameter zu 
definieren und zur Regelung und Steuerung des Prozesses einzu- 
setzen. Bei mikrobiologischen Verfahren, insbesondere bei 
submersen Fermentationen, ist der morphologische Zustand der 
Mikroorganismen sehr oft ein Hinweis auf deren physiologischen 
Zustand. So treten z.B. Sprossungen, Zellteiliingen oder 
Mycelverzweigungen bei Vorliegen ganz bestimmter physioligischer 
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Voraussetzungen ein, welche wiederum durch die Art: und 
Zusammensetzung des umgebenden Mediums gesteuert werden konnen. 

Die Morphologie des Objektes, in diesem Fall der Zellen, 
wurde bisher noch nicht als Entscheidungskriterium zur 
Prozeflsteuerung in Betracht gezogen, vor allem, da die damit 
verbundenen Manipulationen kompliziert waren. 

Es ist nun Aufgabe der Erfindung / hier Abhilfe zu schaffen 
und eine Einrichtung der eingangs angefuhrten Art vorzusehen, mit 
der ein problemloses , einf aches und rasches, insbesondere auch 
automata siertes Mikroskopieren und Uberprufen der genannten Medien 
im Hinblick auf eine automatische Prozeflsteuerung ermoglicht wird. 

Die erf indungsgemafle Einrichtung der eingangs angefuhrten Art 
ist gekennzeichnet durch eine als ObjekttrSger fungierende, am 
Stativ benachbart dem Objektiv angebrachte Durchf lufimeflzelle mit 
Anschlussen zur Zu- und Abfuhrung von zu mikroskopierenden 
flieflfahigen Proben aus dem Fermenter, und durch einen an die 
Bildauf nahmeeinrichtung angeschlossenen Rechner zur Bildauswertung 
bzw . -erkennung • 

Bei der vorliegenden Anordnung wird somit die jeweilige Probe 
im Durchf luflverfahren iiber Leitungen der Durchf lufimeflzelle zu-bzw. 
von dieser abgefiihrt* Selbstverstandlich wird d abei fur das 
Mikroskopieren selbst bzw. fur die Aufnahme eines Bildes mit Hilfe 
ein er Videokamera oder de rgl. ein statio narer Zustand in d er 
Durch f lufimeflzelle herbeigef iihrt / urn die gewunschte Beobachtung 
bzw. Bildauf nahme zu ermoglichen. Mit der vorliegenden Einrichtung 
kann daher ohne aufwendige Manipulationen der morphologische 
Zustand der Zellen iiber eine - insbesondere vollautomatische - 
Mikroskopsonde und eine damit verbundene Videokamera auf einem 
Monitor dargestellt werden. In Verbindung mit einer 
computerunterstutzten Bildauswertung ist somit eine automatische 
Erkennung von Zellzustanden moglich. In der Folge kann auch eine 
Prozeflsteuerungs-Automatisierung auf Basis einer automatischen 
Bildauswertung erreicht werden. 

Das Mikroskop kann dabei im groflen und ganzen in 
herkoramlicher Weise aufgebaut sein # wobei die Durchf lufimeflzelle 
insbesondere unterhalb des Objektivs angebracht wird, und wobei 
insbesondere eine an sich bekannte Grobeinstellung mit Hilfe eines 
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Spindeltriebs oder dergl. vorgesehen sein kann. Im Hinblick auf 
die erfindungsgemafl vorgesehene Durchf luflmeflzelle, die einen 
bleibenden, stationaren, mit dem Stativ verbundenen Bauteil des 
Mikroskops darstellt, sind jedoch bei der vorliegenden Einrichtung 
beim Mikroskopieren im Vergleich zur bisherigen Technik in der 
Regel geringf iigigere Feineinstellungen, sofern iiberhaupt, 
erf orderlich, wobei die Feineinstellung in besonders vorteilhaf ter 
Weise mit: Hilfe von elektronischen Mitteln, zwecks Erzielung einer 
besonders hohen Genauigkeit, ermoglicht wird. Demgemafl ist es nach 
der Erfindung besonders vorteilhaf t, wenn ziir Feineinstellung des 
Objektivs relativ zur Durchf luflmeflzelle ein - vorzugsweise vora 
Rechner gesteuerter - Piezotranslator vorgesehen ist, der am 
Stativ angebracht ist und iiber einen tibertragungshebel am Objektiv 
angreift. Dabei wird dem Piezotranslator, der selbstverstandlich 
mit den entsprechenden elektrischen Anschlussen versehen ist, 
insbesondere mit Hilfe des fur die Bildauswertung bzw.-erkennung 
vorgesehenen Rechners die jeweils erf orderliche Steuerspannung 
zugefiihrt, und er kann eine translatorische Bewegung mit sehr 
hoher Genauigkeit, z,B. im Bereich von 0,1 mm, ausfiihren. Die 
Anordnung kann dabei derart getroffen sein, dafl das Objektiv 
mechanisch durch den Piezotranslator von der Durchf luflzelle 
wegbewegt wird, 

Zur Ruckbewegung kann dann in einfacher Weise vorgesehen 
sein, dafl das Objektiv mit einer als Riickstelleinrichtung 
vorgesehenen Feder verbunden ist. 

Im Hinblick auf eine einfache, herstellungstechnisch 
vorteilhafte Ausbildung ist es giinstig, wenn die Durchf luflmeflzelle 
zur Bildung eines Gehauses zwei Ringkorper aufweist, die je eine 
mittige, durch eine Glasplatte verschlossene Offnung fur den 
Lichtdurchtritt aufweisen und unter Bildung einer Meflkammer 
zwischen den Glasplatten sowie unter deren gegenseitiger Abdich- 
tung, z.B. mit Hilfe eines O-Ringes, zusammengehalten sind, wobei 
Mediumzu- und -abf iihrkanale in die Meflkammer nuinden. Die genannten 
Ringkorper konnen dabei problemlos mit der erf orderlichen 
Prazision hergestellt werden, und die Glasplatten konnen mit 
diesen Ringkorpern verklebt werden . 
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Um der Meflkammer zwischen den Glasplatten in vortex lhafter 
jfeise die jeweilige Probe zufuhren zu konnen, ist es weiters von 
Vorteil, wenn die Mediuinzu- und -abf uhrkanale im unteren 
Ringkorper vorgesehen sind, dessen Glasplatte mit Offnungen zur 
Zu- und Abfiihrung der Proben versehen ist. 

Vorzugsweise ragt das Objektiv ih der Betriebsstellung in 
einen im Gehause befindlichen oberen Aufnahmeraum hinein, so dafl 
es sich mit seinem stirnseitigen, unteren Ende unmittelbar 
oberhalb der Meflkammer befindet. 

Fur den Betrieb ist es gunstig, wenn der Durchf luflmeflzelle 
eine Mediumzuleitung, eine -ableitung sowie eine Spulleitung 
zugeordnet sind und in jeder dieser Leitungen ein Absperrorgan , 
insbesondere ein Magnetventil, angebracht ist. Mit einer 
derartigen Anordnung kann auf bequeme Weise eine Automatisierung 
erzielt werden. Hiefiir ist es weiters giinstig, wenn die Zuleitung 
von einer mit einer Pumpe versehenen, an den Fermenter 
angeschlossenen Hauptleitung abzweigt f in der weiters nach dieser 
Abzweigung ein Absperrorgan vorgesehen ist. Die Absperrorgane sind 
vorzugsweise steuerseitig an den Rechner angeschlossen . 

Bei Anwendung der letztgenannten Ausf uhrungsf ormen wird im 
Zuge der Uberpriifung des morphologischen Zustandes von Biomassen 
in Fermentern zweclcmaflig derart vorgegangen, dafl zuerst zum Spiilen 
der Meflkammer die Absperrorgane in der Zu-und Spulleitung geof fnet 
werden , hingegen das Absperrorgan in der Ableitung geschlossen 
gehalten wird, dafl dann zur Zufuhrung einer Probe das Absperrorgan 
in der Zuleitung geof fnet gehalten, jenes in der Spulleitung 
geschlossen und jenes in der Ableitung geof fnet wird, wonach die 
Meflkammer dadurch entspannt wird, dafl das Absperrorgan in der 
Zuleitung geschlossen wird, wahrend das Absperrorgan in der 
Ableitung noch of fen gehalten wird, und dafl schliefllich das 
Absperrorgan in der Ableitung ebenfalls geschlossen wird und die 
Bildaufnahme erfolgt. 

Es ist weiters gunstig, wenn zur Verdiinnung der Probe vor der 
Zufuhrung zur Durchf luflzelle eine Dosiereinrichtung vorgesehen 
ist, die ein Verdiinnungsmittel zugibt, um eine vorgegebene 
Probenkonzentration einzustellen . 
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Fur die automatisierte Durchfiihrung ist es hier schliefllich 
guns tig, wenn auch die Dosiereinrichtung vom Rechner gesteuert 
ist . 

Es sei noch erwahnt, dafl es beispielsweise aus der US-A- 
4 338 024 bereits bekannt ist, bei Blutuntersuchungen ihit einem 
Mikroskop, dem eine spezielle Stromungskammer zugeordnet ist, 
einen Rechner zur Bildverarbeitung zu verwenden, v. a. urn die 
Zellenzahl zu bestimraen. Andererseits ist es in Zusammenhang mit 
labortechnischen, insbesondere medizinischen Untersuchungen 
bekannt, Einrichtungen in der Art von Durchf luflmeflzellen mit 
kapillaren Stromungskanalen vorzusehen, um an den durchstromenden 
Medien fototechnische Hessungen (s. AT-B-276 813) vorzunehmen bzw. 
Krankheitserreger zu diagnostizieren (DE-A-2 613 582). Diese 
Untersuchungs- und Mefltechniken stehen aber in keinem Zusammenhang 
rait mikrobiologischen Verfahren der hier in Rede stehenden Art. 

Die Erfindung wird nun nachstehend anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeichnung noch 
weiter erlautert. In der Zeichnung zeigen im einzelnen: 

Fig. 1 eine schematische Seitenansicht einer in der 
vorliegenden Einrichtung zur verwendenden Mikroskopiereinrichtung 
mit einem Blockschaltbild - ahnlich veranschaulichten 
Bilderkennungs- bzw. auswertungssystem, mit einer Kamera und einem 
Rechner ; 

Fig. 2 den in Fig. 1 mit dem Kreis II angegebenen Ausschnitt, 
teilweise in Schnittdarstellung, in vergrofiertem Maflstab; 

Fig. 3 eine Draufsicht auf den Oberteil der bei dieser 
Mikroskopsonde vorgesehenen Durchf luiimeJlzelle ; 

Fig. 4 einen Querschnitt durch diesen Oberteil, gemafl der 
Linie IV- IV in Fig. 3, wobei der zur Abdichtung vorgesehene O-Ring 
zwecks besserer Veranschaulichung vor der Montage in Abstand von 
diesem Oberteil gezeigt ist; 

Fig. 5 eine Draufsicht auf den Unterteil der 
Durchf luflmefizelle; 

Fig. 6 einen Querschnitt durch diesen Unterteil gemafl der 
Linie VI -VI in Fig. 5; 
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Fig. 7 einen Detailausschnitt zur Veranschaulichung der 
.Meflkammer der Durchf lufimeBzelle, in gegeniiber Fig. 4 bzw. 6 weiter 
vergroflertem Mails tab; 

Fig. 8 ein Deitungsschema der vorliegenden Einrichtung, zur 
Veranschaulichung der mit der Meflkammer verbundenen I*eitungen und 
der darin vorgesehenen Absperrorgane; und 

Fig. 9 ein Blockschaltbild des bei der vorliegenden 
Einrichtung verwendeten Bilderkennungs- bzw. -auswertungs systems . 

In Fig. 1 ist eine allgemein mit 10 bezeichnete 
Mikroskopiereinrichtung oder kurz Mikroskopsonde dargestellt, die 
ein Stativ 11 aufweist, das in herkommlicher Weise iiber einen 
Tubushalter 12 den Mikroskoptubus 13 mit einem oberen Okular 14 
und einem unteren Objektiv 15/ unterhalb einer Zwischenlinse 16 , 
tragt. Zur Grobeinstellung ist eine Einstelleinrichtung 17 
vorgesehen, die an sich herkommlich ist und hier nicht naher 
erlautert werden mufl. 

In an sich ebenfalls herkommlicher Weise ist am Fufi 18 des 
Stativs 11 ein Lampe 19 angebracht, und oberhalb von dieser Lampe 
19 befindet sich der Kondensor 20 , fiir dessen Einstellung eine 
Einstelleinrichtung 21, ebenfalls von herkommlicher Bauart, 
vorgesehen ist. 

Auf einem Mefizellenhalter 22, der fest mit dem Stativ 11 
verbunden ist, ist sodann eine Durchf lufimeBzelle 23 mit 
Anschliissen 24 fiir die Zu- bzw. Abfuhrung von zu mikroskopierenden 
f liefif ahigen Medien angebracht. Es sei hier erwahnt, dafl die 
vorliegende Mikroskopsonde 10 in Verbindung mit einem Fermenter zu 
verwenden ist, wobei die Durchf lufimeBzelle 23 an den Fermenter 
anzuschliefien ist, wie etwa aus Fig. 8 ersichtlich ist. 

Zur Feineinstellung des Objektivs 15 dient welters ein 
Piezotranslator 25, der iiber einen winkelf ormigen 
Ubertragungshebel 26 auf das Objektiv 15 eine translatorische 
Bewegung (nach oben, d.h. im Sinne eines Abhebens von der 
Durchf lufimeBzelle 23) iibertragt. 

Dieser Eingriff ergibt sich deutlicher aus der 
Detaildarstellung von Fig. 2, in der ersichtlich ist, wie die 
vertikalen Bewegungen des Piezoelements des Piezotranslators 25 
iiber den Winkelhebel 26 sowie ein Verbindungselement 27 auf das 
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Objektiv 15 ubertragen werden, wobei das Objektiv 15 ferner mit 
einer Schraubenfeder 28 als Rucks telleinrichtung 211m 
Abwartsbewegen des Objektivs 15 versehen 1st. 

Der Aufbau der Durchf luflmeflzelle und die Anordnung von deren 
Mefikammer ergibt sich deutlicher aus den Fig. 3 bis 7, die in 
einem im Vergleich zu Fig. 2 vergroflerten Maflstab die einzelnen 
Komponenten der Durchf lufimeflzelle 23 veranschaulichen . Wie 
ersichtlich ist dabei ein ringformiger Oberteil, nachstehend 
oberer Ringkorper 29 genannt, vorgesehen, der an seiner Oberseite 
eine im wesentlichen zylindrische Aufnahme- Ausnehmung 30 fiir das 
Objektiv 15 aufweist. An der Unterseite dieses oberen Ringkorpers 
29 ist im Bereich einer mittigen Offnung 31 eine Glasplatte 32 
angeklebt. Diese Glasplatte 32 ist weiters von einer Ringnut 33 
umschlossen / in die ein O-Ring 34 eingelegt bzw. eingeklebt wird. 
Dieser O-Ring 34 dient zur Abdichtung der eigentlichen MeBkammer, 
vgl . insbesondere Fig. 7 , in der diese spaltf ormige Meflkammer bei 
35 angegeben ist. 

Gemafl Fig. 5 und 6 besteht der Unterteil der Durchf luflmeii- 
zelle ebenfalls im wesentlichen aus einem Ringkorper 36, in dem 
eine mittige Offnung 37 fiir den Durchtritt des Lichts (s. auch 
Pfeile 38 in Fig. 7) von der in Fig. 1 dargestellten Lampe 19 
vorgesehen ist. An der Oberseite des Ringkorpers 36 ist eine diese 
mittige Offnung 37 verschlieflende Glasplatte 39 angebracht, 
insbesondere angeklebt. Diese Glasplatte ist mit insgesamt drei 
Bohrungen 40, 41 und 4 2 versehen, s. insbesondere Fig. 5, die an 
der Unterseite der Glasplatte im Ringkorper 36 vorgesehene, durch 
entsprechende Bohrungen gebildete Kanale 43, 4 4 und 45 mit der 
oberhalb der Glasplatte 39 vorgesehenen Meflkammer 35 verbinden. An 
der Oberseite der Glasplatte 39 ist weiters vorzugsweise eine 
Vertiefung 46 zur Bildung eines Verbindungskanals zwischen den 
Bohrungen 40 und 41 vorgesehen , wie aus Fig. 5 ersichtlich ist. 

Zum Zusammenspannen der Ringkorper 29, 36 sind in diesen 
Bohrungen 47, 48 vorgesehen, die nicht naher dargestellte Bolzen 
aufnehmen konnen. 

In Fig. 5 sind sodann noch die auch in Fig. 1 gezeigten 
Anschliisse 24 schematisch angedeutet. An diesen Anschliissen 24, 
etwa nicht naher veranschaulichte Gewindef ittinge, Luerkonus- 



artige Einrichtungen oder dergl., werden eine Zuleitung 50, eine 
Ableitung 51 sowie eine Spulleitung 52 angeschlossen, vgl- aufler 
Fig- 5 und 6 insbesondere auch Fig. 8. Dabei ist die Zuleitung 50 
mit dem Kanal 43 , die Ableitung 51 mit dera Kanal 44 und die 
Spulleitung 52 mit dem Kanal 45 im unteren Ringkorper 36 
verbunden. 

Gemafi Fig. 8 zweigt die Zuleitung 50 von einer Hauptleitung 
53 ab, in der eine Pumpe 54 vorgesehen ist, wobei weiters hinter 
der Abzweigung 55 ein Absperrorgan 3 in der Hauptleitung 53 
vorgesehen ist- In der Zuleitung 50 befindet sich ein Absperrorgan 
4, in der Ableitung 51 ein Absperrorgan 1 und in der SpUlleitung 
52 ein Absperrorgan 2. Die Absperrorgane 1 bis 4 sind vorzugsweise 
durch elektrisch ansteuerbare Solenoidventile gebildet, wobei die 
Ansteuerung rechnerseitig erfolgt, wie nachstehend noch naher 
erlautert werden wird. 

Sodann sind in Fig. 8 noch schematisch die Meflkammer 35 der 
Durchf luBme/Jzelle 23 sowie der Mefikammereingang 56 und der 
Meflkammerausgang 57 angedeutet. 

Im Betrieb wird die Pumpe 54 mit ihrer Niederdruckseite 58 
("Zulauf") an einen in Fig. 8 nur ganz schematisch ahgedeuteten 
Fermenter 59 mit einem laufend zu iiberpriif enden Medium 
angeschlossen- Die Pumpe 54 pumpt dabei das Medium iiber die 
Hauptleitung 53 und das of fene Ventil 3 wieder in den Fermenter 59 
zuriick ("Ablauf"). Wahrendi dieser Wartezeit # wo keine Probe der 
Durchf luflmeBzelle 23 zugeleitet wird, sind die Ventile 4 (in der 
Zuleitung 50), 1 (in der Ableitung 51) und 2 (in der SpUlleitung 
52) geschlossen, s- auch das nachfolgende Steuerschema gemafl 
Tabelle I. Bevor dann eine Probe in der Me/ikammer 35 mikroskopiert 
sowie gegebenenfalls ein Bild - mit Hilfe einer in Fig. 1 
gezeigten, oberhalb des Okulars 14 angebrachten Videokamera 60 - 
aufgenommen wird, erfolgt ein Spiilvorgang, wobei hiefiir das Ventil 
3 in der Hauptleitung 53 geschlossen und die Ventile 4 (in der 
Zuleitung 50) und 2 (in der SpUlleitung 52) geoffnet werden. Der 
Mediumflufl erfolgt somit iiber die Hauptleitung 53, die Abzweigung 



55, die Zuleitung 50, und die Sptilleitung 52. Durch diesen 
Spiilvorgang wird sichergestellt , dafl nur frisches Medium aus dem 
Fermenter 59 der Durchf luflroeflzelle 23 und insbesondere deren 
MeBkammer 35 zugefuhrt wird. 

Danach wird eine Probe genommen, d.h. das frische Medium in 
die MeBkammer 35 geleitet. Zu diesem Zweck wird das Ventil 2 in 
der Sptilleitung 52 geschlossen, und das Ventil 1 in der Ableitung 
wird geoffnet, so dafl der MediumfluB nunmehr iiber die Zuleitung 
50, die Mefikammer 35 und die Ableitung 51 erfolgt. Bevor nun ein 
Bild auf genommen wird, wird noch die MeBkammer 35 entspannt. 
Hiefiir wird das Ventil 4 in der Zuleitung 50 geschlossen, wahrend 
das Ventil 1 in der Ableitung 51 weiterhin geoffnet bleibt und das 
Ventil 3 in der Hauptleitung 53 geoffnet wird. Das Medium wird nun 
von der Pumpe 54 in der Hauptleitung 53 iiber das Ventil 3 im 
Kreislauf gepumpt. 

Sodann wird, urn einen vollig stationaren Zustand in der 
MeBkammer 35 sicherzustellen, auch das Ventil 1 in der Ableitung 
51 geschlossen, so dafl nunmehr die Ventile, 4, 2 und 1 in alien 
mit der MeBkammer 35 verbundenen Leitungen geschlossen sind. 
Danach kann die Beobachtung durch das Mikroskop sowie insbesondere 
die Bildaufnahme mit Hilfe der Kamera 60 erfolgen. Gleichzeitig . 
ist damit bereits die Einstellung fur das Warten auf den nachsten 
Probezyklus erreicht . 

Tabelle I 

Ventile 



STEUERPROGRAMM 


1 


2 


3 


4 


Warten auf nachsten Probezyklus 


zu 


zu 


auf 


zu 


Spiilen der Probeleitung 


zu 


auf 


zu 


auf 


Probe nehmen 


auf 


zu 


zu 


auf 


MeBkammer entspannen 


auf 


zu 


auf 


zu 


Bild auf nehmen 


zu 


zu 


auf 


zu 



Fur die Bildaufnahme erfolgt wie erwahnt, abgesehen von einer 
vorherigen Grobeinstellung, die Feineinstellung, d.h. prazise 
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Fokussierung, mit Hilfe des Piezotranslators 25. Dieser Piezo- 
translator 25 kann von einem in Fig- 1 ganz schematisch veran- 
schaulichten Computer 61 (vgl- auch Fig. 9) angesteuert werden, 
und er fuhrt eine trans latorische Bewegung mit aufierordentlich 
hoher Genauigkeit im Bereich von 0,1 mm aus. Der Piezotrahslator 
25 hebt dabei das Objektiv 15 roechanisch von der Durchf luflmeflzelle 
23 ab. Die nachfolgende Riickstellung erfolgt wie ebenfalls 
bereits erwahnt iiber die Feder 28. 

Der zur Ansteuerung des Piezotranslators 25 vorgesehene 
Rechner 61 ist mit der Kamera 60 verbunden, um automatisch 
Bildscharfeinformationen zu verarbeiten und entsprechende 
Regelsignale fur den Piezotranslator 25, soweit erf orderlich, zu 
erzeugen. Dieser Rechner 61 kann sodann auch zur Ansteuerung der 
Magnetventile 1 bis 4 gemafl Fig. 8 eingesetzt werden, um so einen 
automatischen Mefl- bzw. Bildaufnahmeablauf zu erreichen. Dabei 
konnen selbstverstandlich die Intervalle zwischen den einzelnen 
Bildaufnahmen je nach Bedarf eingestellt werden. 

Bei der Beobachtung und Uberwachung von Mikroorganismen ist 
eine in der Zeichnung nicht naher veranschaulichte Weiterbildung 
zweckmafiig, gemafl der eine vorgegebene Biomassekonzentration 
automatisch eingestellt wird. Da namlich durch den Wachstumsprozefl 
der Mikroorganismen diese Biomassekonzentration im Bioreaktor 
nicht konstant ist, wird eine entsprechende Verdunnung der jeweils 
gezogenen Probe vorgesehen. Zu diesen Zweck wird der 
Durchf luflmeflzelle 23 eine nicht naher gezeigte Dosiereinrichtung 
zugeordnet, mit deren Hilfe ein Verdunnungsmittel , insbesondere 
Verdunnungswasser, der entnommenen Probe zugefvihrt wird, um so 
diese Probe zu verdiinnen und dadurch die vorgegebene 
Probenkonzentration einzustellen . Diese Dosiereinrichtung kann 
dabei in ihrer Einstellung ebenfalls durch den erwahnten Rechner 
61 angesteuert werden. 

In Fig. 9 ist die vorliegende Anordnung in einem Schema 
veranschaulicht, wobei die Mikroskopsonde 10 vereinfacht mit einem 
Anschlufl 62 zur Verbindung mit dem in Fig. 9 nicht darges tell ten 
Fermenter (59 in Fig. 8) gezeigt ist. Mit der Mikroskopsonde 10 
ist die Videokamera 60 als Bildauf nahiueeinrichtung verbunden, und 
an diese ist der Rechner 61 angeschlossen. tiber eine Schnitts telle 
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63 1st mit dem Rechner 61 ein Monitor 64 yerbunden. Welters 1st 
der Rechner 61 fur die durchzufiihrende Bildauswertung bzw. 
Bilderkennung beispielsweise mit einer Datenbank 65 verbunden, und 
ferner liefert der Rechner 61 an einer I/O-Einheit 66 
Steuersignale, insbesondere fiir die vorerwahnten Ventile 1 bis 4, 
fur den Piezotranslator 25 fiir die Fein-Scharf einstellung der 
Mikroskopsonde 10 sowie gegebenenf alls fiir die Einstellung einer 
Dosiereinrichtung, falls eine solche vorgesehen ist, wie 
vorstehend erwahnt wurde. Es sei hier noch erwahnt, dafl diese 
Ansteuerung durch den Rechner 61 im Schema von Fig. 8 bei den 
Absperrventilen 1 bis 4 jeweils durch ein Viereck schematisch 
angedeutet ist. 

Im Betrieb wird das zu verarbeitende Signal von der 
Videokamera 60 aufgenommen, wobei vorwiegend eine CCD-Kamera 
verwendet wird, bei der ein Halbleiter als lichtempf indlicher 
Sensor arbeitet (CCD-charge coupled device - ladungsgekoppelte 
Einrichtung ) . 

Das analoge Videosignal der Kamera 60 wird, was in der 
Zeichnung nicht naher veranschaulicht ist, in an sich 
herkommlicher Weise in einen digitalen Datenstrom umgesetzt und in 
einem Bildspeicher abgelegt, von wo der angeschlossene Rechner 61 
die Auswertung durchfiihrt. Auf dem an den Rechner 61 
angeschlossenen Videomonitor 64 kann der BildverarbeitungsprozeB 
(z.B. in Pseudofarben) beobachtet werden. 

Die Bearbeitung des Bildmaterials kann beispielsweise in zwei 
Stufen erfolgen, die nachstehend naher erlautert werden. 

In einem ersten Schritt bei der Bildbearbeitung erfolgt eine 
"Verbesserung" der digitalisierten Bilder. Dabei wird nicht 
unbedingt versucht, die Wiedergabe des jeweiligen digitalisierten 
Bildes so zu optimieren/ daB sie dem Original moglichst nahe 
kommt, vielmehr ist es haufig von Vorteil, wenn das Bild drastisch 
verandert wird, um so die gewiinschten Bildteile fiir die Erfassung 
besonders hervorzuheben . Hiefiir konnen innerhalb des Rechners bzw. 
der zugehorigen Software an sich herkommliche, komplexe 
Filteroperationen eingesetzt werden, wie z.B. Kantenextraktion, 
Fourier trans formation, um so die weitere Auswertung durch 
Datenreduktion zu erleichtern. 
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In einem zweiten Schritt werden, da das Ziel der 
pildverarbeitung vor allem das Identif izieren und Zahlen 
bestiinmter mikroskopischer Objekte nach Form und Gestalt ist (z.B. 
Mycelfaden), die Bilder nach verschiedenen Algorithmen, je hach 
Art der Probe usw., "durchsucht" . Die Algorithmen sind dabei 
selbstverstandlich der jeweiligen Problemstellung anzupassen, 
wobei z.B. die Proben auf Sprossungen, Zellteilungen Oder 
Mycelverzweigungen zu untersuchen sind, und wobei je nachem / ob 
derartige Sprossungen, Mycelverzweigungen usw. vorliegen, d.h. mit 
dem Bildauswertsystem festgestellt werden f vom Rechner 61 
entsprechende Reaktionen, etwa eine erhohte Zuf uhr bestimmter 
Medien zum Fermenter 59 , im Fall einer f estgestellten 
Bakterieninf ektion z.B. eine Anderung des pH-Wertes iro Fermenter 
59 usw., im Sinne einer automatischen ProzeBsteuerung ausgelost 
werden, Derartige Steuersignale werden ebenfalls bei 66 (Fig. 9) 
erhalten, wobei eine weitere Veranschaulichung von fur die 
ProzeBsteuerung noch vorzusehenden Einrichtungen, wie 
Dosierventilen am Fermenter 59 usw. , da an sich herkommlich, 
unterbleiben kann. 

Auf diese Weise konnen die Ergebnisse der Bildauswertung der 
ProzeBsteuerung des Fermenters 59 (Fig. 8) zur Verfiigung gestellt 
werden . 

Abweichend von der dargestellten Ausf iihrungsf orm ist es 
selbstverstandlich auch denkbar, bei identischer Ausbildung der 
Durchf luflmeBzelle 23 ein sog. Unterf lur-Mikroskop zu verwenden, 
d.h. das Mikroskop 10 unterhalb der Durchf luBmeflzelle 23 
anzuordnen . 
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Schutzanspriiche : 

1*. Einrichtung zur Oberpriifung des morphologischen Zustands von 
Biomassen in Feraentern (59)/ rait einem Mikroskop (10), dessen 
Objektiv (15) relativ zu einem Stativ (11) verstellbar is£ und 
dessem Okular (14) eine Videokamera oder dergl. 

Bildaufnahmeeinrichtung (60) zugeordnet 1st:, gekennzeichnet durch 
eine als Ob jekttrSLger fungierende, am Stativ (11) benachbart dem 
Objektiv (15) angebrachte Durchf lufimeflzelle (23) mit Anschliissen 
(24) zur Zu- und Abfiihrung von zu mikroskopierenden flielif ahigen 
Proben aus dem Fermenter (59), und durch einen an die 
Bildaufnahmeeinrichtung (60) angeschlossenen Rechner (61) zur 
Bildauswertung bzw. -erkennung. 

2- Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl die 
Durchf lufimeflzelle (23) unterhalb des Objektivs (15) angebracht 
ist. 

3. Einrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafl zur Feineinstellung des Objektivs (15) relativ zur 

Durchf lufimeflzelle (23) ein Piezotranslator (25) vorgesehen ist, 
der am Stativ (11) angebracht ist und fiber einen tibertragungshebel 
(26) am Objektiv (15) angreift. 

4. Einrichtung nach Anspruch 3 , dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Piezotranslator (25) vom Rechner (61) gesteuert ist. 

5. Einrichtung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das Objektiv (15) mit einer als Ruckstelleinrichtung 
vorgesehenen Feder (28) verbunden ist- 

6. Einrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5/ dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Durchf luflmeflzelle (23) zur Bildung eines 
Gehauses zwei Ringkorper (29, 36) aufweist, die je eine raittige, 
durch eine Glasplatte (32, 39) verschlossene Offnung fur den 
Lichtdurchtritt aufweisen und unter Bildung einer Meflkammer (35) 
zwischen den Glasplatten sowie unter deren gegenseitiger Abdich 



tung, z.B. mit Hilfe eines O-Ringes (34), zusammengehalten sind, 
wobei Mediumzu- und -abf iihrkanale (43, 44 r 45) in die Meflkammer 

(35) miinden. 

7. Einrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet/ daB die 
Mediumzu- und -abf iihrkanale (43, 44, 45) im unteren Ringkorper 

(36) vorgesehen sind, dessen Glasplatte (39) mit Offnungen (40, 
41, 42) zur Zu- und Abfiihrung der Proben versehen ist. 

8. Einrichtung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Objektiv (15) in der Betriebsstellung in einen im Gehause 
befindlichen oberen Aufnahmeraum (30) hineinragt. 

9. Einrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Durchf luflmeBzelle (23) eine Mediumzuleitung 
(50), eine -ableitung (51) sowie eine Spiilleitung (52) zugeordnet 
sind und in jeder dieser Leitungen (50, 51, 52) ein Absperrorgan 
(4, 1, 2), z.B. ein Magnetventil , angebracht ist. 

10. Einrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zuleitung (50) von einer mit einer Pumpe (54) versehenen, an den 
Ferraenter (59) angeschlossenen Hauptleitung (53) abzweigt, in der 
weiters nach dieser Abzweigung (55) ein Absperrorgan (3) 
vorgesehen ist. 

11. Einrichtung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Absperrorgane (1-4) steuerseitig an den Rechner (61) ange- 
schlossen sind. 

12. Einrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, gekenn- 
zeichnet durch eine Dosiereinrichtung zur Verdiinnung der Probe vor 
der Zufiihrung zur Durchf luflzelle unter Zugabe eines 
Verdunnungsmittels , urn eine vorgegebene Probenkonzentration 
einzustellen . 

13. Einrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , dafl die 
Dosiereinrichtung vom Rechner (61) gesteuert ist. 




FIG. A 



